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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
DMEM                             osnovno gojišče (angl. Dulbecco's modification of Eagle's 
                                         medium) 
NPN                                 neproteinski dušik 
FBS                                  fetalni goveji serum 
IL-6                                  interlevkin 6 
IL-8                                  interlevkin 8 
α-LA                                 α-laktalbumin 
β-LA                                 β-laktoglobulin 
LOD                                  meja zaznavnosti (angl. Limit of Detection) 
XTT                                  test za merjenje respiratorne aktivnosti celic 
MDCK                              trajna celična linija ledvičnih epitelnih celic (angl. Madin-Darby 
                                          canine kidney) 
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VIABILNOST CELIC                     Živost celic oz. sposobnost celic za življenje. 
 
IN VITRO POSKUSI                        Poskusi, ki potekajo izven živega organizma, v           
                                                          nadzorovanem okolju.   
       
PROLIFERACIJA CELIC               Rast in razmnoževanje celic.          
 
LIOFILIZACIJA MLEKA               Liofilizacija ali sušenje mleka z zamrzovanjem je 
                                                          postopek, s katerim iz mleka odstranimo vodo ter  
                                                          hkrati ohranimo njegovo sestavo, strukturo, barvo,   
                                                          aromo, itd.              
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Evolucijski razvoj konja se je začel v obdobju kenozoika pred približno 60 milijoni let 
(Humar, 2005). To dokazujejo mnoge najdbe tako na evropskih kot tudi na ameriških tleh. 
Sprva je človek divje konje uporabljal le za hrano, kasneje pa tudi kot vlečno in tovorno 
žival (Vejnovič, 2008). Danes so konji v večjem delu sveta cenjeni predvsem za šport in 
rekreacijo ter prirejo mesa, medtem ko ima v predelih bivše Sovjetske zveze, centralne Azije 
in Mongolije prireja mleka pomembno vlogo v tradicionalni prehrani (Potočnik, 2011).  
Najnovejše arheološke raziskave začetke molže kobil uvrščajo na območje Kazahstana 
približno 5500 let nazaj (Outram in sod., 2009). Sprva so kobile molzli ročno, in sicer vse 
do 20. stoletja, ko se je začel uveljavljati strojni način molže. V nekaterih azijskih državah 
molža kobil še vedno predstavlja tradicionalno opravilo, zato se tam še danes ohranja ročni 
način molže (Ivanković in sod., 2016). 
V zadnjih letih uživanje kobiljega mleka v humani prehrani močno narašča, saj mu 
pripisujejo številne zdravju ugodne učinke. Njegova sestava je zelo ugodna za človekov 
prebavni sistem. Po osnovni sestavi je podobno humanemu mleku, pri čemer vsebuje manj 
maščob. Kljub povečanemu zanimanju je kobilje mleko še dokaj neraziskano živilo, kajti na 
voljo je le ozek nabor eksperimentalno podprtih raziskav o pozitivnih učinkih kobiljega 
mleka na imunski sistem človeka. 
Raziskave učinkov hrane, zdravil ali določenih izoliranih učinkovin običajno najprej 
potekajo na celičnih modelih. V te namene je ena najpogosteje uporabljenih celičnih linij 
linija Caco-2, ki izvira iz rakastih celic človeškega debelega črevesja. Pri gojenju v pogojih 
in vitro se razrašča v enem sloju ter se s formacijo tesnih celičnih stikov pritrja na podlago 
in se povezuje s sosednjimi celicami. Ta tvorba omogoča permeabilnostne lastnosti epitelija 
(Rus, 2014). 
1.2 NAMEN NALOGE 
 
Ker kobilje mleko vse bolj pridobiva na pomenu tudi v širši javnosti, in sicer zaradi 
domnevno terapevtskih ter predvsem zdravju pozitivnih učinkov, je bil glavni namen naloge 
proučiti ali je celični model Caco-2 primeren za raziskave o vplivu kobiljega mleka na 
prebavni sistem človeka. Zanimalo nas je, kako različne koncentracije kobiljega mleka 
vplivajo na viabilnost (živost) celic Caco-2.  
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1.3 DELOVNA HIPOTEZA 
 
V magistrski nalogi smo zastavili naslednjo hipotezo: 
- Kobilje mleko ima pozitiven vpliv na viabilnost celic Caco-2. 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 KOBILJE MLEKO 
 
Prireja mleka velja za eno izmed najbolj razširjenih kmetijskih dejavnosti v živinoreji. Ko 
omenimo prirejo mleko, najpogosteje pomislimo na kravje mleko, saj je uživanje le tega v 
humani prehrani najbolj razširjeno. Poleg kravjega mleka poznamo tudi ovčje, kozje ter 
kobilje mleko. Slednje pri nas ni razširjeno, medtem ko ima v nekaterih azijskih državah 
dolgoletno in pomembno vlogo v tradicionalni prehrani. V zadnjih letih je zaznati porast 
uporabe kobiljega mleka in mlečnih izdelkov tudi v nekaterih evropskih državah, saj naj bi 
imelo pozitivne učinke na zdravje ljudi. Po sestavi je kobilje mleko podobno humanemu 
mleku. Vsebuje malo maščob, pri čemer večji delež teh maščob predstavljajo večkrat 
nenasičene esencialne maščobne kisline. Ravno zaradi tega pride do hitrejše absorpcije 
maščob, kar ugodno vpliva na prebavo človeka (Cividini in sod., 2010).  
Po senzoričnih lastnostih je kobilje mleko prozorno bele barve in sladkastega okusa, kar je 
posledica visoke vsebnosti laktoze. Danes je pri ljudeh vse bolj pogosto zaznati alergije na 
beljakovine kravjega mleka, medtem ko so alergije na kobilje mleko zelo redke. Zato kobilje 
mleko predstavlja dobro alternativo kravjemu mleku. Najpogosteje se uporablja sveže, v 
prahu, lahko pa tudi zamrznjeno ali kot fermentiran izdelek. Ta je tudi najbolj razširjen 
izdelek iz kobiljega mleka, ki mu pravimo kumis (Cividini in sod., 2010). Ker kobilje mleko 
nima primernih koagulacijskih lastnosti, sira iz mleka kobil ne izdelujemo (Potočnik, 2011).  
V kozmetiki se uporablja vse več pripravkov iz kobiljega mleka kot so kreme, mila, losioni, 
šamponi, itd. Ker s kobiljim mlekom še nismo dobro seznanjeni, je tudi povpraševanje po 
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2.1.1 Kemijska sestava kobiljega mleka 
 
Na sestavo oz. kakovost kobiljega mleka vpliva mnogo med seboj prepletenih dejavnikov, 
med katere vključujemo predvsem prehrano, fiziološko stanje živali ter vplive okolja in 
genov (Malacarne in sod., 2002). Poleg tega pa lahko do razlik v sestavi mleka privedejo 
tudi pasma in starost kobile, pogostost molže, nepopolno izpraznjenje mlečne žleze ter stadij 
latacije (Uniacke-Lowe in sod., 2010).  
V literaturi zasledimo različne ugotovitve o vplivu pasem na sestavo mleka. Avtorji starejših 
raziskav med pasmami niso opazili bistvenih razlik v sestavi mleka, medtem ko avtorji 
sodobnejših raziskav navajajo, da ima pasma velik vpliv na koncentracijo beljakovin v 
mleku (Uniacke-Lowe in sod., 2010). 
Preglednica 1: Kemijska sestava kobiljega mleka v primerjavi s kemijsko sestavo humanega, kravjega, 
ovčjega in kozjega mleka (Ivanković in sod., 2016) 
 Mleko 
 humano kobilje kravje ovčje kozje 
Suha snov (g/L) 107 - 129 97 - 122 118 - 130 181 - 200 119 - 163 
Beljakovine (g/L) 9 - 19 18 - 34 30 - 39 45 - 70 30 - 52 
Razmerje kazein : albumin 0,4 - 0,5 : 1 0,8 - 1,6 : 1 4,7 : 1 3,1 : 1 3,5 : 1 
Maščobe (g/L) 21 - 40 6 - 24 33 - 54 50 - 90 30 - 72 
Laktoza (g/L) 63 - 70 60,8 - 72,3 44 - 56 41 - 59 32 - 50 
Minerali (pepel) (g/L) 2 - 3 3 - 6 7 - 8 8 - 10 7 - 9 
Energijska vrednost (kJ/L) 2.763 1.883 2.763 4.309 2.719 
 
Kot je razvidno iz preglednice 1 je kobilje mleko po osnovni sestavi najbolj podobno 
humanemu mleku. V primerjavi z mlekom prežvekovalcev vsebuje večji delež laktoze ter 
ima nižjo vsebnost beljakovin in maščob (Ivanković in sod., 2016). Tako kobilje kot tudi 
humano mleko vsebujeta manj mineralov kot kravje, ovčje in kozje mleko. Po energetski 
vrednosti je kobilje mleko precej skromnejše od humanega mleka, saj vsebuje zelo malo 
maščob, medtem ko je humano mleko po energetski vrednosti zelo podobno kravjemu in 
kozjemu mleku (Furlič, 2011). Število somatskih celic v kobiljem mleku je zelo majhno, in 
sicer manjše kot v kravjem, ovčjem in kozjem mleku (Danków in sod., 2006). 
 
2.1.1.1 Suha snov 
 
 
Suha snov mleka predstavlja hranilne snovi, ki ostanejo po odstranjevanju hlapnih snovi iz 
mleka pri določenih pogojih. Kobilje mleko vsebuje od 9 do 12 % suhe snovi, medtem ko je 
vsebnost suhe snovi v humanem, kravjem, kozjem ter zlasti v ovčjem mleku večja. V ovčjem 
mleku znaša lahko tudi do 20 %. Na delež suhe snovi v mleku vpliva več dejavnikov, pri 
čemer sta glavna predvsem prehrana in stadij laktacije. Prvo mleko, ki mu pravimo tudi 
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kolostrum, ima bistveno večjo vsebnost suhe snovi v primerjavi z mlekom v drugem in 
naslednjih tednih laktacije (Ivanković in sod., 2016). Povprečna vsebnost suhe snovi 
kobiljega kolostruma znaša okoli 25 % (Ferm in Kangas, 2011). Znano je, da je delež suhe 





Laktoza oz. mlečni sladkor, ki je glavni ogljikovi hidrat v kobiljem mleku, predstavlja delež 
od 6 do 7 %, kar mleku daje specifičen sladkast okus. Delež bistveno ne odstopa od 
humanega mleka, pri čemer je delež laktoze v kravjem, kozjem in ovčjem mleku znatno 
manjši. Boljša absorpcija kalcija je posledica visokega odstotka laktoze (Ivanković in sod., 
2016). 
Glede na rezultate raziskav številnih avtorjev je koncentracija laktoze v kobiljem mleku zelo 
variabilna. Razlog so najverjetneje različne metode ocenjevanja vsebnosti laktoze v mleku 
(Potočnik in sod., 2011). Znano je, da se s časom laktacije vsebnost laktoze v kobiljem mleku 




V primerjavi s kravjim, ovčjim in kozjim mlekom vsebuje kobilje mleko zelo malo maščob, 
zaradi česar je odlična dopolnitev v prehrani starejših ter tistih ljudi, ki imajo težave s 
prekomerno telesno težo (Ivanković in sod., 2016). V literaturi pogosto zasledimo zelo nizke 
vrednosti maščobe v mleku, ki so najverjetneje posledica nepravilnega vzorčenja. Tudi 
nepopolna izpraznitev vimena pri molži privede do nizke vsebnosti maščobe v mleku. 
Pomembno je, da vime popolnoma izpraznimo, saj ima mleko ob koncu molže največji delež 
maščobe od skupnega mleka. Tudi kondicija kobile v času žrebitve ima velik vpliv na 
vsebnost maščobe v mleku. Bolj kot je kobila zamaščena, večja je vsebnost maščobe v mleku 
(Doreau in Boulot, 1989a). 
V študiji, ki je zajemala 8 kobil murgijske pasme, so proučevali vpliv načina molže na 
sestavo kobiljega mleka. Na začetku so kobile naključno razvrstili v dve skupini. Eno 
skupino so molzli ročno, drugo pa strojno. Na podlagi dobljenih rezultatov so ugotovili, da 
je mleko kobil, pomolženih z molznim strojem, bolj bogato z maščobami kot mleko, 
pridobljeni z ročno molžo. Razlog je najverjetneje v bolj temeljiti izpraznitvi vimena pri 
strojnem načinu molže (Caroprese in sod., 2007). 
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Na sestavo maščobnih kislin v mleku vplivajo predvsem stadij laktacije, prehrana ter pasma 
kobile. Iz preglednice 2 lahko razberemo, da so od skupnih maščob v kobiljem mleku 
najpogosteje zastopani triacilgliceroli (približno 80 %), proste maščobne kisline (približno 
10 %) ter fosfolipidi in steroli (približno 5 %). Kobilje mleko vsebuje bistveno manjši delež 
nasičenih maščobnih kislin kot mleko prežvekovalcev. Od nasičenih maščobnih kislin v 
kobiljem mleku je v največjem deležu zastopana palmitinska kislina (Ivanković in sod., 
2016).  
Preglednica 2: Sestava maščob kobiljega mleka v primerjavi s sestavo maščob humanega in kravjega mleka 
(Furlič, 2011) 
 Kobilje mleko Humano mleko Kravje mleko 
Maščobe (g/100 g mleka) 0,5 - 2,0 3,5 - 4,0 3,5 - 3,9 
Triacilgliceroli (%) 81,1 98,0 97,0 
Fosfolipidi (%) 5,0 1,3 1,5 
Proste maščobne kisline (%) 9,4 v sledovih v sledovih 
Holesterol (mg/dl) 8,10 27 15 
 
Vsebnost nenasičenih maščobnih kislin v kobiljem mleku je zelo podobna kot v humanem 
mleku ter višja kot v mleku prežvekovalcev. Mleko kopitarjev je zelo bogato z nenasičenimi 
maščobnimi kislinami. To je ugodno predvsem za preprečevanje krvožilnih, avtoimunskih 
ter vnetnih procesov v človeškem organizmu (Uniacke-Lowe, 2011). V kobiljem mleku je 
vsebnost linolne in linolenske kisline v primerjavi s kravjim mlekom znatno višja. Ti dve 
maščobni kislini sta pomembni predvsem za normalno rast in razvoj organizma. Ker jih 
živalski organizem sam ne more sintetizirati, jih moramo v organizem vnesti preko prehrane. 
Zato jim pravimo esencialne maščobne kisline (Malacarne in sod., 2002). Ugodno razmerje 
med omega-6 in omega-3 maščobnimi kislinami v kobiljem mleku, ki znaša 1,26:1 
zmanjšuje tveganje za pojav srčnih bolezni in tumorjev, medtem ko je to razmerje v kravjem 
mleku večje in manj ugodno za zdravje ljudi. Znano je, da esencialne maščobne kisline 
ugodno vplivajo na krvožilni sistem, izboljšujejo imunski sistem ter pozitivno vplivajo na 
mentalno zdravje človeka (Uniacke-Lowe, 2011). 
V primerjavi s humanim, kravjim, ovčjim ali kozjim mlekom kobilje mleko vsebuje zelo 
majhne količine holesterola (preglednica 2). Visoka vsebnost holesterola v krvi je posledica 
prekomernega vnosa maščob v telo, še posebej tistih, ki vsebujejo velike količine nasičenih 
maščobnih kislin. To posledično predstavlja večje tveganje za pojav arterioskleroze ter 
nekaterih kroničnih degenerativnih bolezni (Ivanković in sod., 2016). 
 
 
Založnik J. Vpliv kobiljega mleka na živost celic Caco-2.  






Kobilje mleko imenujemo tudi albuminsko mleko, saj vsebuje visok delež serumskih 
beljakovin, ki so bogat vir esencialnih aminokislin. Kazeini v kobiljem mleku predstavljajo 
le 50 % delež od skupnih beljakovin, za razliko od kravjega mleka kjer je vsebnost kazeinov 
80 %. Delež beljakovin v kobiljem mleku je manjši od deleža v kravjem mleku in podoben 
deležu v humanemu mleku. Glavna razlika je predvsem v razmerju med serumskimi 
beljakovinami in kazeini (Malacarne in sod., 2002).  
Preglednica 3: Sestava serumskih beljakovin kobiljega mleka v primerjavi s kravjim in humanim mlekom 
(Furlič, 2011) 
 Kobilje mleko Kravje mleko Humano mleko 
Serumske beljakovine (g/kg) 8,30 5,70 7,60 
ß-laktoglobulin (%) 30,75 53,59 ne vsebuje 
α-laktalbumin (%) 28,55 20,10 42,37 
Imunoglobulini (%) 19,77 11,73 18,15 
Serumski albumini (%) 4,45 6,20 7,56 
Laktoferin (%) 9,89 8,38 30,26 
Lizocim (%) 6,59 v sledovih 1,66 
 
Kot je razvidno iz preglednice 3, vključujemo med glavne serumske beljakovine: ß-
laktoglobulin, α-laktalbumin, imunoglobuline, serumske albumine, laktoferin in lizocim. V 
primerjavi s kravjim mlekom vsebuje kobilje mleko več α-laktalbumina, laktoferina, 
lizocima in imunoglobulinov ter manj ß-laktoglobulina. ß-laktoglobulin je tudi glavni 
protein, ki povzroča alergijske reakcije pri otrocih. Zaradi manjše vsebnosti ß-laktoglobulina 
v kobiljem mleku je kobilje mleko v primerjavi s kravjim mlekom bolj primerno za humano 
prehrano (Businco in sod., 2000). Ker kobilje mleko vsebuje veliko laktoferina, lizocima ter 
imunoglobulinov, mu pripisujejo tudi protimikrobne učinke (Solaroli in sod., 1993).  
 
2.1.1.5 Neproteinski dušik 
 
Od skupnega dušika je v kobiljem mleku neproteinskega dušika (NPN) 10 do 16 %, pri 
čemer je omenjena vrednost nižja kot v humanem mleku in všja kot v mleku prežvekovalcev 
(Ivanković in sod., 2016). Glavna sestavina neproteinskega dušika je sečnina, z deležem od 
38 do 51 % (Doreau in Boulot, 1989b). Povprečna koncentracija sečnine v kobiljem mleku 
znaša od 20 do 35 mg/100 g mleka in je podobna kot pri kravjem mleku ter nekoliko nižja 
kot v humanem mleku. Spremljanje koncentracije sečnine v mleku ima pomembno vlogo 
predvsem pri oceni uravnoteženosti obroka, zdravstvenega in reproduktivnega statusa živali 
ter pripomore k zmanjšanje stroškov krme (Ivanković in sod., 2016).  
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V primerjavi z mlekom drugih vrst domačih živali, vsebuje kobilje mleko manj pepela oz. 
mineralnih elementov in sicer med 3 in 5 g/kg mleka. Povprečna vsebnost pepela v kobiljem 
mleku znaša 4,5 g/kg mleka. Najvišjo vsebnost pepela vsebuje kolostrum, ki se tekom 
laktacije postopno zmanjšuje, in sicer se zmanjša na približno 3,7 g/kg mleka (Ivanković in 
sod., 2016). 
Preglednica  4: Vsebnost makro- in mikro-elementov (mg/100ml mleka) v kobiljem, humanem in kravjem 
mleku (Ivanković in sod., 2016)  
Minerali Kobilje mleko Humano mleko Kravje mleko 
Makro-elementi (mg/100 ml)    
Ca 50 - 135 28 - 34 112 - 123 
P 20 - 121 14 - 43 59 - 119 
K 25  - 87 53 - 62 106 - 163 
Mg 3 - 12 3 - 4 7 - 12 
Na 8 - 58 10 - 18 58 
Mikro-elementi (mg/100 ml)    
Fe 0,02 - 0,15 0,04 - 0,20 0,03 - 0,10 
Zn 0,09 - 0,64 0,2 - 0,4 0,3 - 0,55 
  
Mleko vseh vrst domačih živali je dober vir kalcija in fosforja, ki sta pomembna predvsem 
za pravilno rast in razvoj organizma, rast kosti ter pravilno delovanje fizioloških procesov 
in metabolizma. V preglednici 4 so prikazane vsebnosti makro- in mikro-elementov v 
kobiljem, humanem in kravjem mleku. Kot lahko razberemo iz preglednice sta koncentraciji 
kalcija in fosforja v kobiljem mleku trikrat višji kot v humanem mleku ter 1,5 do 2 krat nižji 
kot v kravjem mleku. Koncentracije K, Na, Mg, Fe in Zn v kobiljem mleku so podobne kot 
v humanem mleku, vendar precej variabilne znotraj vrste. Tekom laktacije se koncentracija 
vseh makro-mineralov v kobiljem mleku spreminja (Ivanković in sod., 2016). Nižja 
koncentracija natrija v kobiljem mleku predstavlja prednost za tiste ljudi, ki imajo težave s 
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Koncentracija vitaminov v mleku je odvisna predvsem od zdravstvenega stanja živali, 
prehrane, letnega časa, itd. V primerjavi z mlekom drugih vrst domačih živali kobilje mleko 
vsebuje manj vitaminov. Izjema je vsebnost vitamina C (Preglednica 5), ki je približno trikrat 
višja kot v kravjem mleku. Znano je, da kolostrum vsebuje večje količine vitaminov in 
mineralov v primerjavi z mlekom (Ivanković in sod., 2016). 
Preglednica 5: Vsebnost vitamina C (µg/100mL mleka) v kobiljem, humanem in kravjem mleku (Ivanković in 
sod., 2016) 
 Kobilje mleko Humano mleko Kravje mleko 
Vitamin C (µg/100mL mleka ) 1.287 – 8.100 3.500 – 10.000 2.000 
 
2.1.2 Mikrobiloška sestava kobiljega mleka 
 
Prisotnost bakterij v kobijem mleku je predstavljena v študiji, kjer so proučevali prisotnost 
laktobacilov (gojišče MRS), koliformnih mikroorganizmov (gojišče VRBL), skupnih 
mlečnokislinskih bakterij (gojišče M17) ter kvasovk (gojišče YGC) v kobiljem mleku dveh 
pasem kobil (lipicanke in posavke). Z izbiro ustreznih selektivnih gojišč in pogojev 
inkubacije so pridobili rezultate, ki so prikazani v preglednici 6. Pri obeh pasmah so v mleku 
zasledili zelo malo koliformnih mikroorganizmov (od 2 do 13 KE/ml) ter kvasovk (od 2 do 
36 KE/ml), medtem ko se je prisotnost skupnih mlečnokislinskih bakterij ter laktobacilov 










MRS (laktobacili), VRBL (koliformni mikroorganizmi), M17 (skupne mlečnokislinske  bakterije),  
YGC (kvasovke) 
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2.1.3 Vpliv kobiljega mleka na prebavni sistem pri človeku 
 
Prebavne motnje po zauživanju mleka so pri ljudeh pogoste in poznane že zelo dolgo časa. 
Zaradi pomanjkanja, zmanjšane aktivnosti ali odsotnosti encima laktaza pride do motene 
razgradnje laktoze v prebavilih. To težavo imenujemo motnja prebave mlečnega sladkorja 
ali tako imenovana laktozna intoleranca. Pri večini sesalcev je aktivnost encima laktaza 
največja ob rojstvu, po odstavitvi pa začne postopoma upadati. Vendar določen delež 
populacije ohrani aktivnost laktaze tudi v obdobje odraslosti (Gerbault in sod., 2011). Da 
lahko laktoza iz črevesja preide v krvni obtok, se mora najprej v tankem črevesju razcepiti 
na glukozo in galaktozo, pri čemer je za cepitev le te potreben encim laktaza. Če omenjega 
encima ni ali pa ga je premalo, nerazgrajeno laktozo presnovijo črevesne bakterije. 
Posledično se tvorijo kratkoverižne maščobne kisline in plini, ki povzročajo prebavne 
motnje. Poleg tega neprebavljena laktoza povzroči tudi pospešeno izločanje elektrolitov in 
vode v črevesje, kar lahko pri ljudeh, ki so laktozno intolerantni privede do številnih 
simptomov, ki se kažejo predvsem v napenjanju, slabosti, driski, trebušnih krčih, itd (Turk, 
2011). 
Ljudje najpogosteje zauživamo kravje mleko, kajti le to je pri nas najbolj razširjeno. Poleg 
omenjenega je dokaj razširjeno tudi ovčje in kozje mleko. V zadnjih letih pa narašča tudi 
uživanje kobiljega mleka in sicer zaradi domnevno terapevtskih ter predvsem zdravju 
pozitivnih učinkov. 
V študiji, ki je zajemala skupino 25 otrok (povprečne starosti 34 mesecev) s predhodno 
potrjeno alergijo na kravje mleko, so proučevali alergenost kobiljega mleka na prej 
omenjeno populacijo otrok. Za izvedbo poskusa so uporabili tako in vivo kot tudi in vitro 
metodo. Rezultati študije so pokazali, da je kar 96 % otrok toleriralo kobilje mleko. Torej iz 
tega lahko sklepamo, da kobilje mleko predstavlja dobro alternativo kravjemu mleku 
(Businco in sod., 2000). 
Primerjavo prebave mlečnih proteinov kravjega, kozjega, kumanega in kobiljega mleka so 
proučevali Inglingstad in sod. (2010). Za izvedbo poskusa so uporabili in vitro 
gastrointestinalni model. Surove in toplotno obdelane vzorce kravjega, kozjega, humanega 
in kobiljega mleka so tretirali s človeškimi prebavnimi encimi. Rezultati so pokazali, da so 
se kazeini v kobiljem mleku hitreje prebavili kot kazeini v ostalih vrstah mleka, ter da je bila 
odpornost α-laktalbumina (α-LA) proti encimom pri vseh vrstah mleka zelo visoka. Podoben 
trend se je pokazal tudi pri β-laktoglobulinu (β-LG) iz kravjega in kozjega mleka, pri čemer 
je neprebavljenega ostalo 60 %, medtem ko v kobiljem mleku le 25 % (Slika 1). V toplotno 
obdelanih vzorcih mleka vseh vrst živali se je v primerjavi z vzorci surovega mleka povečala 
le hitrost prebave α-LA, in sicer za približno 12-20 %. Tudi ta študija je pokazala, da lahko 
kobilje mleko s hitro prebavljivimi beljakovinami predstavlja nadomestilo za kravje mleko, 
in sicer predvsem v prehrani dojenčkov in starejših ljudi. Pomembno je poudariti, da je 
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potrebno ta in vitro poskus potrditi tudi z in vivo študijo, ki bi potrdila ciljno delovanje 
kobiljega mleka na prebavni sistem človeka. 
 
Slika 1: Hitrost prebave (in vitro) β-LG v surovem kravjem, kozjem in kobiljem mleku (Inglingstad in sod., 
2010) 
V literaturi lahko zasledimo tudi, da kobilje mleko pripomore k zmanjšanju številnih 
prebavnih motenj, ki so posledica neuravnovešene črevesne mikrobiote. Z visoko vsebnostjo 
lizocima in laktoferina lahko deluje kot prebiotik, s spodbujanjem rasti mlečnokislinskih 
bakterij in bifidobakterij pa omejuje rast nezaželenih mikrobnih skupin (Milks and Health, 
2018). 
Ker ima kobilje mleko visoko vsebnost lizocima, v prebavnem sistemu omejuje rast 
mikroorganizmov, ki povzročajo črevesne okužbe in drisko. Učinek nekaterih bioaktivnih 
peptidov, ki nastanejo pri prebavi kobiljega mleka, ima lahko pomembno vlogo pri 
zmanjšanju vnetja črevesja. Poleg tega kobilje mleko vsebuje tudi veliko količino magnezija, 
ki prav tako pripomore k zdravljenju črevesnih motenj (Milks and Health, 2018). 
V laboratorijih uporabljajo številne celične kulture, in sicer predvsem za izolacijo virusnih 
povzročiteljev določenih bolezni, preizkušanje absorbcije različnih učinkovin ter za mnoge 
druge študijske in raziskovalne namene. Naboru številnim celičnim kulturam so se v 
sedemdesetih letih pridružile tudi celice, ki izvirajo iz prebavnega epitela. Te celice so 
uporabljali predvsem za raziskave o mehanizmih nastanka rakastih obolenj ter o načinih 
zdravljenja in preprečevanja nastanka raka na prebavilih. Zaradi številnih težav pri 
pridobivanju celične kulture črevesne sluznice, so se študije preusmerile na tumorske celične 
linije. Mednje prištevamo tudi trajno celično linijo Caco-2. Prvi rezultati raziskav na trajni 
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celični liniji Caco-2 so pokazali, da celice Caco-2 tekom diferenciacije nakazujejo določene 
biokemične ter strukturne značilnosti enterocitov tankega črevesja (Rus, 2014). Dandanes se 
trajna celična linija Caco-2 uporablja v mnogih raziskavah. Slabost omenjenih celic je, da 
so rakastega izvora, kar posledično pomeni, da njihov odziv ni nujno enak kot bi bil na 
netransformiranih celicah. Kljub temu pa rakav značaj celic Caco-2 omogoča trajno 
preživetje celic v pogojih in vitro, kar je izrazita prednost pri izvedbi poskusov, saj zato 
lahko opravimo več ponovljivih poskusov v kontroliranih pogojih. 
2.2 TRAJNA CELIČNA LINIJA Caco-2 
 
Trajna celična linija Caco-2, ki je rakastega izvora, pri študijah in vitro predstavlja enega 
izmed najpogosteje uporabljenih ter dobro poznanih modelov človeškega črevesnega 
epitelija. Pri gojenju v pogojih in vitro ima sposobnost spontane diferenciacije, ki omogoča 
razraščanje celic v enem sloju ter posledično povezovanje celic s formacijo tesnih celičnih 
stikov (Ferruzza in sod., 2012). V preglednici 7 so na kratko opisane osnovne lastnosti trajne 
celične linije Caco-2. V številnih raziskavah celično linijo Caco-2 najpogosteje uporabljajo 
predvsem za preizkušanje absorbcije različnih učinkovin, njihove presnove, porazdelitve in 
izločanja metabolitov (Rus, 2014). 
Zgodovina razvoja celične linije Caco-2 sega v leto 1970, ko so jo prvič pridobili iz 
človeškega kolorektalnega edenokarcinoma, nato pa so jo razvijali na Inštitutu Sloan-
Kettering (Fogh in sod., 1977). Sprva se je celična linija Caco-2 uporabljala predvsem kot 
primeren in vitro model za proučevanje črevesne prepustnosti, saj je po morfoloških, 
funkcionalnih in biokemičnih lastnostih najbolj podobna človeškim enterocitom (Awortwe 
in sod., 2014). Kot prednost omenjenega modela lahko izpostavimo predvsem to, da je model 
primeren za proučevanje tako absorpcije kot tudi izločanja, saj sta tako bazolateralna kot 
tudi apikalna stran lahko dostopni. Torej, ta model predstavlja odličen celični model za 
proučevanje transporta hranil v črevesju (Hu in sod., 2004). Dandanes pa se prej omenjeni 
celični model ne uporablja samo za proučevanje patoloških procesov, ampak tudi normalnih 
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Preglednica 7: Osnovne lastnosti trajne celične linije Caco-2 (Verhoeckx in sod., 2015) 
LASTNOSTI OPIS 
Rast Pritrjena kultura. 
Morfologija celic Polarizirane celice s tesnimi stiki med sosednjimi 
celicami ter mikrovili na apikalni strani.  
Diferenciacija celic 14 do 21 dni po konfluenci. 
Prebavni encimi Izraža tipične prebavne encime, membranske 
peptidaze in disaharidaze tankega črevesja. 
Električni parametri Visok električni upor. 
 
Na viabilnost, metabolizem ter polarizacijo celic Caco-2 vpliva več med seboj povezanih 
dejavnikov, med katere prištevamo predvsem postopke presajanja celic ter sestavo gojišča. 
Ko celice presadimo v naslednjo pasažo, uporabimo tudi encim tripsin katerega glavna vloga 
je odlepitev celic s podlage. Ker je lahko tripsin za celice tudi toksičen, se lahko rezultati 
številnih raziskav med seboj razlikujejo ter posledično med seboj niso primerljivi (Cuculić, 
2018). 
 
Slika 2: Celična linija Caco-2 pod invertnim mikroskopom pri povečavi 100x (Vodenik, 2009) 
V študiji, ki je zajemala izpostavitev trajne celične linije Caco-2 različnim koncentracijam 
tripsina, je bil glavni namen proučiti, kako tripsin vpliva na viabilnost celic Caco-2. Sprva 
so trajno celično linijo Caco-2 vzdrževali do 15. pasaže nato pa izpostavili 0,25 % in 0,5 % 
koncentraciji tripsina. Glede na zbrane rezultate so ugotovili, da koncentracija 0,25 % ter 0,5 
% tripsina nima bistvenega vpliva na viabilnost celic Caco-2. Torej iz tega lahko sklepamo, 
da je uporaba tripsina v študijah s trajno celično linijo Caco-2, varna (Cuculić, 2018). 
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2.2.1 Raziskave na celicah Caco-2 in vitro 
 
V literaturi lahko zasledimo, da so celične kulture rakastih celic zelo dober pripomoček za 
oceno delovanja določenih učinkovin na nekatere presnovne procese. 
Vpliv kobiljega mleka na stopnjo proliferacije celic Caco-2 je predstavljen v študji, ki je 
zajemala 3 različne vzorce surovega kobiljega mleka in njihove toplotno obdelane vzorce 
HT15 in HT30 (65 0C za 15 s in 30 min). Glavni namen študije je bil proučiti vpliv kobiljega 
mleka na stopnjo proliferacije celic Caco-2. Rezultati so pokazali, da so supernatanti 
surovega kobiljega mleka po 24 urah inkubacije pri 37 0C zmanjšali stopnjo proliferacije 
rakavih celic Caco-2 (Slika 3). Tega učinka pri toplotno obdelanih supernatantih niso opazili, 
kajti stopnja proliferacije celic se je v primerjavi s kontrolnimi vzorci povečala. Iz tega lahko 
sklepamo, da je učinek najverjetneje vezan na beljakovine (Guri in sod., 2016). Podobne 




V drugi študiji so primerjali učinke proteolitično odpornih peptidov iz sirotkinih proteinov 
kobiljega in kravjega mleka na celice Caco-2. Na splošno so rezultati pokazali, da imajo 
proteolitično odporni peptidi iz kobiljega in kravjega mleka podobne učinke na metabolizem 
mitohondrijev v črevesnih celicah Caco-2. Iz slike 4 lahko razberemo, da je celična 
internalizacija peptidov iz kravjega mleka bolj učinkovita kot iz kobiljega mleka, kar 
Slika 3: Viabilnost celic Caco-2 po 24 urah inkubacije pri vzorcih izpostavljenih surovemu ter 
toplotno obdelanemu kobiljemu mleku (Guri in sod., 2016) 
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posledično predstavlja večje tveganje za nastanek alergij pri ljudeh. Torej iz tega lahko 
sklepamo, da kobilje mleko, zaradi manjše vsebnosti proteolitično odpornih peptidov 
predstavlja v prehrani ljudi alternativo kravjemu mleku. Pomembno je poudariti, da bi bile 
za boljše razumevanje presnovnih procesov povezanih z motnjami v črevesnem imunskem 




Slika 4: Delež biološko dostopnih peptidov iz prebavljenega mleka; MM-hidrolizirano kobilje mleko, CM-
hidrolizirano kravje mleko; # kromatografski signali identificirani kot peptidi pridobljeni iz sirotkinih 
beljakovin (1-3  β-LG, 4 in 5  α-LA) (Fotschki in sod., 2015) 
 
Celice Caco-2 so primerne tudi za spremljanje ekspresije citokinov. Ti proteini regulirajo 
diferenciacijo, razmnoževanje ter preživetje imunskih in tudi nekaterih neimunskih celic. 
Prisotnost citokinov je potrebna za številne fiziološke odzive, med katere prištevamo 
predvsem sprožitev vnetja, reguliranje razmnoževanja in diferenciacije celic, zdravljenje 
številnih ran, uravnavanje hemopoeze ter razvoj humoralnega in imunskega odziva (Mavrič, 
2015). Ustunol in Wong (2010) so proučevali vpliv kravjega mleka brez maščobe in glavnih 
sirotkinih sestavin (laktoza, α-LA in β-LG) na produkcijo interlevkina 6 (IL-6) in 
interlevkina 8 (IL-8). Študijo so izvedli na in vitro modelu črevesnih celic Caco-2. Kot je 
prikazano v preglednici 8, je bila produkcija IL-6 v celicah Caco-2, tretiranih s kravjim 
mlekom brez maščobe, laktozo ali α-LG podobna, medtem ko se je produkcija IL-6 v celicah 
Caco-2, tretiranih z β-LG, močno povišala. Produkcija IL-8 v celicah Caco-2 ni sledila 
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enakim trendom kot produkcija IL-6. Kravje mleko brez maščobe in laktoza nista vplivala 
na produkcijo IL-8 v celicah Caco-2, medtem ko je bila le ta v celicah Caco-2, tretiranih z 
α-LA in β-LG, znatno večja. Močnejši spodbujevalec produkcije IL-8 v celicah Caco-2 je 
bil α-LG. V študiji so prišli do zaključka, da lahko na kompleksne dogodke v črevesju 
vplivajo imunomodulatorne lastnosti sestavin mleka.  
Preglednica 8: Produkcija IL-6 in IL-8 (pg/ml) v človeških  črevesnih celicah Caco-2 tretiranih s kravjim 
mlekom brez maščobe, z laktozo, α-laktalbuminom in β-laktoglobulinom (Ustunol in Wong, 2010) 
 IL-6 IL-8 
Kontrola 14,4 ± 1,4* 179,2 ± 7,2* 
Kravje mleko brez maščobe 33,0 ± 8,2* 177,8 ± 2,3* 
Laktoza 35,5 ± 5,5* 229,4 ± 66,8* 
α-LA 34,4 ± 1,1* 1.068,4 ± 101,8* 
Β-LG 104,3 ± 4,5* 699,6 ± 139,6* 
*Produkcija IL-6 in IL-8 izražena v enotah pg/ml. 
 
Vpliv α-LA in β-LG iz kravjega mleka na proliferacijo celic Caco-2 in HT-29 je predstavljen 
v študiji, katere glavno zastavljeno vprašanje je bilo, ali α-LA in β-LG pospešujeta/zavirata 
proliferacijo črevesnih epitelijskih celic Caco-2 in HT-29. Črevesne celice so izpostavili 
majhnim koncentracijam α-LA in β-LG ter z uporabo XTT testa izmerili proliferacijo 
omenjenih celic. Na podlagi rezultatov so ugotovili, da je pri 2 % hidrolizi α-LA prišlo do 
rahle stimulacije rasti črevesnih celic, medtem ko pri 4 % hidrolizi α-LA učinka na 
proliferacijo črevesnih celic ni bilo. Vpliva na proliferacijo celic Caco-2 in HT-29 pri β-LG 
niso opazili. Ker mehanizma za učinek α-LA na črevesne celice v študiji še niso določili, 
glede na zbrane podatke domnevajo, da lahko delež α-LA, ki bi se izognil prebavi, spremeni 
stopnjo proliferacije črevesnih celic (Alston-Mills in sod., 1997). 
Podoben poskus so izvedli tudi v študiji, katere glavni cilj je bil proučiti vpliv α-LA iz 
kravjega mleka na proliferacijo celic Caco-2 in HT-29. Iz rezultatov je razvidno, da so nizke 
koncentracije α-LA spodbudile rast prej omenjenih celic v prvih 3 do 4 dneh. Po 4 dneh se 
je proliferacija celic ustavila, viabilnost celic pa se je močno zmanjšala, kar kaže na zapoznel 
začetek apoptoze. Torej dani rezultati kažejo, da lahko a-LA v mleku spodbuja zdravje 
prebavil, in sicer z zaviranjem rasti rakavih celic (Sternhagen in Allen, 2001).  
Poskusi s celicami Caco-2 so bili izvedeni tudi s humanim mlekom. V študiji so proučevali 
vpliv humanega in kravjega mleka na rast celic MDCK in Caco-2. Kot so pokazali rezultati, 
je bila viabilnost celic Caco-2, tretiranih s humanim mlekom, manjša kot pri celicah MDCK, 
medtem ko kravje mleko ni vplivalo na rast omenjenih celic. Morfologija celic, inkubiranih 
s kazeinom, je pokazala lastnosti, kot so kromatinska kondenzacija, zmanjšan celični 
volumen in apoptotična telesa ter fragmentirana DNA, kar kaže na vse značilnosti apoptoze 
(Pocovi in sod., 2009). 
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O vplivu kobiljega mleka na celice Caco-2 in vitro je objavljenih zelo malo študij, zato bi 
bile potrebne nadaljnje raziskave, ki bi pripomogle k boljšemu razumevanju omenjene teme. 
 
2.2.2 Gojenje celic v pogojih in vitro 
 
Populacijo celic, ki jih gojimo v pogojih in vitro oz. izven živega organizma, v 
nadzorovanem okolju, imenujemo celična kultura (Rus, 2014). Celična kultura je lahko 
homogena ali heterogena populacija celic (Rajh, 2010). Znano je, da so primarne celične 
kulture, gojene v pogojih in vitro, po navadi heterogene. Ko celične kulture podvržemo 
transformacijam, nastanejo trajne celične linije. Do nastanka le teh lahko pride bodisi 
spontano ali pa načrtovano. Kot prednost uporabe trajnih celičnih linij v raziskavah, lahko 
izpostavimo predvsem to, da omogočajo izvedbo številnih ponovljivih poskusov v daljšem 
časovnem obdobju (Rus, 2014). 
Gojenje celic v pogojih in vitro ima v primerjavi z in vivo metodami številne prednosti in 
tudi nekaj slabosti. In sicer, lahko v vedno enakih in kontroliranih pogojih in vitro 
proučujemo celične procese, interakcije med okoljskimi dejavniki in celicami, ne moremo 
pa iz rezultatov poskusov na celičnih kulturah direktno sklepati na enak odziv in vivo.  
Glede na način rasti celic v kulturi, poznamo dva tipa kultur, in sicer pritrjene ter plavajoče 
kulture. Pri pritrjenih oz. adherentnih kulturah se celice pritrdijo na dno gojitvene posodice, 
medtem ko pri plavajočih oz. suspenzijskih kulturah celice plavajo v mediju. Kot omejitveni 
dejavnik časa rasti celične kulture v gojitveni posodici, lahko izpostavimo predvsem 
površino gojitvene posodice pri pritrjeni kulturi ter količino medija pri plavajoči kulturi. 
Način rasti celic v kulturi je delno odvisen tudi od izvora celic. Tiste celice, ki izvirajo iz 
čvrstejših tkiv so običajno pritrjene kulture, medtem ko so celice, ki izvirajo iz telesnih 
tekočin običajno suspenzijske kulture (Narat, 2016/2017). 
 
2.2.3 Oprema za delo s celičnimi kulturami 
 
Glavna oprema celičnega laboratorija je laminarij (Slika 5) ali tako imenovana brezprašna 
komora. Ta mora zagotavljati sterilne pogoje za delo s celicami ter primerno varnost za 
delavca. Laminarij mora biti ustrezno velik, osvetljen ter enostaven za čiščenje. Ker je 
opremljen z UV svetilom je pomembno, da je površina laminarija odporna proti UV svetlobi. 
Preden katerokoli stvar vnesemo v laminarij, jo moramo razkužiti s 70 % etanolom.  
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Slika 5: Laminariji v celičnem laboratoriju na Oddelku za zootehniko, Biotehniška fakulteta 
 
Ker celične kulture za svojo rast potrebujejo kontrolirane pogoje, jih gojimo v inkubatorju, 
in sicer običajno pri 37 0C, 95 % zračni vlažnosti in 5 % CO2 . Na dnu inkubatorja se nahaja 
vodni rezervoar, ki uravnava zračno vlago. Pomembno je, da ga redno spremljamo ter po 
potrebi napolnimo. Poleg tega v rezervoar dodajamo tudi razna dezinfekcijska sredstva ali 
bakrene ploščice, ki zmanjšajo možnost okužb. Za redno spremljanje celic v gojitvenih 
posodicah uporabljamo invertni mikroskop (Slika 6). Ta se mora nahajati čim bližje 
inkubatorju, saj tako omogočimo, da se celice čim manj premika. 
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Slika 6: Invertni mikroskop v celičnem laboratoriju na Oddelku za zootehniko, Biotehniška fakulteta 
Pomemben in obvezen del opreme je tudi centrifuga, ki se uporablja predvsem pri presajanju 
celic ter ostalih postopkih za vzdrževanje celične kulture. Med opremo za delo s celičnimi 
kulturami vključujemo tudi vodno kopel, hladilnik, celični števec, rokavice, haljo, 
pripomočke za pipetiranje, sesalno črpalko, itd. 
 
2.2.4 Okolje in mediji za delo s celičnimi kulturami 
 
Celične kulture potrebujejo stabilno in sterilno okolje ter ustrezne hranilne snovi. Ker se je 
delo v laboratoriju s celičnimi kulturami v zadnjih letih močno razširilo, so se izpopolnili 
tudi mediji in dodatki. Medij je sestavljen iz osnovnih sestavin, ki so sledeče: ogljikovi 
hidrati, maščobne kisline, aminokisline, lipidi, proteini, anorganske soli, vitamini in peptidi. 
Med osnovne sestavine po navadi vključujemo tudi serum. Delo s celičnimi kulturami si 
lahko olajšamo tako, da mediju dodamo antibiotike. Ker je sestavljanje takih medijev zelo 
drago in zamudno, lahko medije danes kupimo že vnaprej pripravljene. 
Založnik J. Vpliv kobiljega mleka na živost celic Caco-2.  





Slika 7:  Popolno gojišče 
Serum je eden izmed najpomembnejših dodatkov k mediju, saj je sestavljen iz številnih 
faktorjev, ki so prisotni tudi v pogojih in vivo. Med glavne sestavine seruma vključujemo 
predvsem rastne faktorje, albumine ter rastne inhibitorje. V uporabi najpogosteje zasledimo 
goveji serum, ki se dozira v različnih koncentracijah. Glavne prednosti seruma se kažejo 
predvsem v tem, da lahko vežejo nekatere toksine, celicam nudijo zaščito pred številnimi 
mehanskimi poškodbami, poleg naštetega pa povečajo tudi pufersko kapaciteto. 
 
2.2.5 Vzdrževanje celične kulture 
 
Celične kulture, ki jih imamo v uporabi za raziskovalne namene, moramo stalno vzdrževati. 
Vzdrževanje celične kulture zajema predvsem štetje celic ter spremljanje njihove viabilnosti, 
pri čemer ne smemo zanemariti zamenjave medija, ki je pomemben dejavnik pri ustrezni 
oskrbi celic. Poleg naštetega lahko pod vzdrževanje celične kulture vključimo tudi 
zamrzovanje ter odtajevanje celic. 
Časovno obdobje vzdrževanja celic v kulturi je praviloma omejeno, saj se z daljšim časom 
gojenja celic v pogojih in vitro spremenijo lastnosti celic. Zato je bistvenega pomena, da 
zalogo celic z nizkimi pasažami shranimo oz. zamrznemo v tekočem dušiku ali v skrinji za 
globoko zamrzovanje. Tako lahko zmanjšamo verjetnost za kontaminacije ter genetske 
spremembe celic. Poleg tega pa je tudi vzdrževanje celic cenovno ugodnejše. 
Založnik J. Vpliv kobiljega mleka na živost celic Caco-2.  




3 MATERIAL IN METODE 
3.1 GOJENJE CELIC V POGOJIH IN VITRO 
 
3.1.1 Vzdrževanje pritrjene kulture celic Caco-2 
 
Eksperimentalno delo smo izvajali v Laboratoriju za imunologijo in celične kulture na 
Oddelku za zootehniko. Za izvedbo poskusov smo uporabili trajno celično linijo Caco-2 iz 
laboratorijske zbirke ATCC (American Type Culture Collection). Sprva smo celice, 
shranjene v tekočem dušiku, odmrznili ter jih nasadili v gojitvene posodice s površino 75 
cm2. Gojili smo jih v inkubatorju, pri 37 °C in 5 % CO2.  
 
Slika 8: Gojitvene posodice s površino 75 cm2 
Za gojitev celic smo uporabljali hranilni medij oz. popolno gojišče, sestavljeno iz naslednjih 
komponent: DMEM (osnovno gojišče, angl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium), 10 % 
FBS (fetalni goveji serum) ter 0,1 % gentamicin. Popolno gojišče smo pred vsako uporabo 
segrevali 15 minut v vodni kopeli pri 37 °C. Preden so celice prerastle celotno površino 
gojitvene posodice, smo jih v ustreznem razmerju presadili v nove gojitvene posodice. Stanje 
celic smo redno spremljali pod invertnim mikroskopom. 
Presaditev celic je potekala po predhodno določenem laboratorijskem protokolu. Sprva smo 
celicam s sesalno črpalko odsesali staro gojišče ter jih sprali z medijem HBSS. S tem smo 
omogočili, da so se Mg2+ in Ca2+ ioni sprali iz celic ter tako preprečili njihovo inhibitorno 
delovanje na tripsin. Nato smo dodani medij odsesali. Za odlepljanje celic od podlage smo 
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uporabili 0,25 % koncentracijo tripsina (EDTA) ter celice 3 minute inkubirali na 37 0C in 5 
% CO2. Pomembno je, da smo z odlepljenimi celicami hitro rokovali, kajti tripsin lahko 
vpliva na stopnjo preživetja celic. Po 3 minutah inkubacije smo celice resuspendirali v 
svežem serumskem gojišču ter tako ustavili delovanje tripsina. Če se celice od podlage niso 
popolnoma odlepile, smo si pomagali z mehansko silo oz. strgalom. Del celic smo nato 
prenesli v novo gojitveno posodico ter dodali primerno količino svežega gojišča.  
Za uspešno vzdrževanje pritrjene kulture Caco-2 moramo poznati tudi koncentracijo in 
viabilnost celic. Za določanje viabilnosti celic smo uporabili metodo barvanja celične kulture 
s tripan modrim barvilom. To barvilo vstopa skozi poškodovano celično membrano in mrtve 
celice obarva modro. 
 
3.1.2 Štetje celic in preverjanje viabilnosti celic Caco-2 
 
Štetje celic v celičnem laboratoriju predstavlja eno izmed rutinskih tehnik za uspešno 
vzdrževanje celic. Za vsak zastavljen poskus je potrebno poznati število celic na začetku in 
koncu poskusa, saj se tako seznanimo tudi z dinamiko rasti celic. Število ter viabilnost celic 
običajno preverjamo s pomočjo števnih ploščic oz. hemocitometrom, ki jih imenujemo po 
njihovih avtorjih. Z barvanjem celične kulture s tripan modrim barvilom lahko ločimo mrtve 
celice od živih celic, kajti to barvilo vdre samo v mrtve celice in jih obarva modro. Tako 
lahko na podlagi števila živih in mrtvih celic izračunamo viabilnost celic. Pri štetju celic je 
pomembno, da celično kulturo ustrezno resuspendiramo, saj v nasprotnem primeru nastanejo 
skupki celic, ki močno otežijo samo štetje celic.  
Od ustrezno resuspendirane celične kulture smo odvzeli 15 µl vzorca in mu dodali 15 µl 
tripan modrega barvila. Suspenzijo barvila in celic smo nato nanesli na predhodno 
pripravljeno Neubauerjevo števno komoro (Slika 9). 
 
Slika 9: Nanos vzorca celične kulture Caco-2, ki smo mu dodali tripan modro barvilo na Neubauerjevo 
števno komoro 
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Celice smo prešteli pod invertnim mikroskopom ter iz danih podatkov izračunali število ter 
viabilnost celic, in sicer po naslednjih izračunih: 
 
 Povprečno število celic/kvadrat = a 
 Koncentracija celic v vzorcu, ki je bil nanešen na ploščico = a x 104 (celic/ml) 
 Koncentracija celic v izhodnem vzorcu = a x 104 x faktor redčitve vzorca (celic/ml) 
 Število celic v izhodnem vzorcu = a x104 x faktor redčitve x volumen vzorca (celic) 
 % viabilnosti =
št.  živih celic
št.  živih celic + št.  mrtvih celic
 x 100 (%) 
 
3.1.3 Vpliv antibiotikov na bakterije v kobiljem mleku 
 
Pred izvedbo glavnega poskusa smo morali za postavitev modela najprej preveriti, kako 
antibiotiki vplivajo na bakterije v kobiljem mleku. Za izvedbo poskusa smo uporabili dva  
antibiotika različnih koncentracij, in sicer 0,1 % in 1% gentamicin ter 1 % in 10 % penicilin 
streptomicin. Kot je prikazano na sliki 10, smo 24-jamično ploščo napolnili z DMEM, 10 % 
FBS, različnimi antibiotiki in njihovimi koncentracijami ter različnimi koncentracijami 
kobiljega mleka (5 %, 10 %, 20 % in 40 %). Sledila je 24 urna inkubacija pri 37 0C in 5 % 
CO2. Po inkubaciji smo iz vsake jamice odvzeli 500 µl vzorca ter ga prenesli v epico. Ko 
smo odvzeli vseh 16 vzorcev iz jamic ter jih prenesli v epice, smo opravili mikrobiološko 
analizo. Koncentracijo bakterij smo izrazili kot število kolonij na ml (Kolonijske enote - 
KE/ml). 
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Slika 10: 24- jamična plošča napolnjena z DMEM, 10 % FBS, različnimi antibiotiki in njihovimi 
koncentracijami ter različnimi koncentracijami kobiljega mleka 
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3.1.4 Vpliv gentamicina na viabilnost celic Caco-2  
 
V nadaljevanju smo morali, za postavitev modela, preveriti tudi kako gojišča z različnimi 
koncentracijami gentamicina vplivajo na viabilnost celic Caco-2. Za izvedbo poskusa smo 
celice Caco-2 nasadili na 24-jamične plošče. Za gojitev celic na 24-jamičnih ploščah smo 
uporabljali tri gojišča z različnimi koncentracijami gentamicina, ki smo jih poimenovali G0, 
G1 in G10.  
Njihova sestava je bila sledeča:  
 G0: DMEM, 10 % raztopina FBS-a, brez gentamicina. 
 G1: DMEM, 10 % raztopina FBS-a ter 0,1 % gentamicin. 
 G10: DMEM, 10 % raztopina FBS-a ter 1 % gentamicin. 
Po 96 urah inkubacije smo prešteli celice pod invertnim mikroskopom ter izračunali  
viabilnost celic. Na podlagi dobljenih rezultatov smo primerjali viabilnost celic med gojišči 
G0, G1 in G10 ter za izvedbo glavnega poskusa izbrali najbolj optimalno koncentracijo 
gentamicina. 
 
3.1.5 Uporaba trajne celične linije Caco-2 v poskusu 
 
Delo s celicami Caco-2 je potekalo v laminariju, kjer je zagotovljeno sterilno okolje za delo 
s celicami ter primerna zaščita za delavca. Za razkuževanje stvari, ki smo jih vnesli v 
laminarij, smo uporabljali 70 % etanol. Popolno gojišče smo pred vsako uporabo segreli v 
vodni kopeli, in sicer pri 37 0C. Za izvedbo poskusa smo celice Caco-2 nasadili na tri 24-
jamične plošče (Slika 11). Za gojitev celic na 24-jamičnih ploščah smo uporabljali popolno 
gojišče.  
 
Slika 11: Nasajene celice Caco-2 na 24-jamično ploščo 
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Za izvedbo poskusa smo uporabilli kobilje mleko v prahu (Slika 12), pridobljeno s 
postopkom liofilizacije. Pred vsakim poskusom smo pripravili svežo raztopino 
liofiliziranega kobiljega mleka. Za 10 ml mleka smo zatehtali 0,9 g mleka v prahu ter dodali 
9,1 ml sterilne vode. Ta izračun temelji na dejstvu, da je bilo cca 90 g mleka v prahu 
pridobljenega iz 1 L kobiljega mleka. 
 
Slika 12: Kobilje mleko v prahu 
Preden smo celice nasadili na 24-jamične plošče, smo jih prešteli s pomočjo Neubauerjeve 
števne komore pod invertnim mikroskopom ter v vsako jamico nasadili enako koncentracijo 
celic. Po nasaditvi smo jih 96 ur inkubirali v inkubatorju pri 37 0C in 5 % CO2 ter redno 
menjavali gojišče. Po inkubaciji celic je sledilo štetje celic ter izračun viabilnosti celic. To 
je bilo izhodišče poskusa za preverjanje učinkov kobiljega mleka. Nato smo odsesali staro 
gojišče s sesalno črpalko ter nadomestili s svežim gojiščem in različnimi koncentracijami 
kobiljega mleka (Slika 14). Za izvedbo poskusa smo izbrali naslednje koncentracije 
kobiljega mleka: 5 %, 10 %, 20 % in 40 % kobilje mleko. Ponovno je sledila inkubacija ter 
preverjanje viabilnosti celic po 3, 6, 24, 48 in 72 urah inkubacije. Pri izračunih smo 
upoštevali, da je pri času inkubacije 0 h oz. ob začetku poskusa, viabilnost celic 100 %. 
Ostale vrednosti smo izračunali primerjalno na to. Torej glavni namen prej opisanega 
poskusa je bil proučiti, kako različne koncentracije kobiljega mleka vplivajo na viabilnost 
celic Caco-2 po 3, 6, 24, 48 in 72 urah inkubacije.  
Biološki poskus smo izvedli v treh ponovitvah, pri čemer smo znotraj biološkega poskusa 
uporabili tri paralelke. Za vsako ponovitev smo uporabili tri 24-jamične plošče (skupno 72 
jamic), pri čemer je bilo za vsako ponovitev 12 jamic namenjenih za kontrolo. Za izvedbo 
poskusa smo uporabljali celice med pasažami 3 do 10. Pregled poteka poskusa je prikazana 
naslednji strani (Slika 13). 
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Slika 14: 24-jamična plošča z nasajenimi celicami Caco-2 ter dodanim popolnim gojiščem in kobiljim 




























5 % KOBILJE 
MLEKO 
10 % KOBILJE  
MLEKO 
20 % KOBILJE  
MLEKO 
40 % KOBILJE  
MLEKO 
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Po enakem postopku (Slika 13) smo istočasno izvedli tudi poskus pri katerem popolno 
gojišče ni vsebovalo antibiotika, pri čemer smo viabilnost celic Caco-2 spremljali le po 3 in 
6 urah inkubacije. Na podlagi dobljenih rezultatov smo grafično primerjali viabilnost celic 
Caco-2 med poskusom v katerem smo uporabljali gojišče z antibiotikom ter poskusom v 
katerem gojišče ni vsebovalo antibiotika. Tudi ta poskus smo izvedli v treh ponovitvah ter 
tremi pralelkami znotraj poskusa. 
3.2 OBDELAVA PODATKOV 
 
Dobljene rezultate smo ovrednotili s statističnim programom SAS/STAT. S statističnim 
modelom smo ocenili sistematska vpliva čas inkubacije in koncentracija kobiljega mleka na 
viabilnost celic Caco-2. Za oceno razlik med nivoji posameznega sistematskega vpliva smo 
uporabili Bonferronijev test. 
Statistični model: 
 𝑦𝑖𝑗𝑘 = µ +   𝑀𝑖 +   𝐼𝑗 +  𝑒𝑖𝑗𝑘  
Kjer pomeni:  
yijk - odvisna spremenljivka; viabilnost celic Caco-2   
µ - ocenjena srednja vrednost  
Mi – sistematski vpliv; koncentracija kobiljega mleka; i = 5, 10, 20, 40 
Ij – sistematski vpliv; čas inkubacije; j = 3, 6, 24, 48, 72 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 VPLIV ANTIBIOTIKOV NA BAKTERIJE V KOBILJEM MLEKU 
 
Preglednica 9: Vpliv antibiotikov na število bakterij v kobiljem mleku 

















5 % kobilje 
mleko 
LOD LOD LOD LOD 
10 % kobilje 
mleko 
LOD LOD LOD LOD 
20 % kobilje 
mleko 
LOD LOD 3200* LOD 
40 % kobilje 
mleko 
10* LOD 10* LOD 
* Število bakterij izraženih v enotah KE/ml; vrednost LOD oz. meja zaznavnosti znaša <10 
KE/ml.  
V vzorcih, kjer je vrednost manjša od 10 KE/ml pomeni, da je mikroorganizmov  v vzorcu 
pod mejo števnosti te metode. Rezultati mikrobiološke analize (Preglednica 9) po 24 urah 
inkubacije so pokazali prisotnost mikroorganizmov v vzorcu pri G1 (40 % kobilje mleko) 
ter PS1 (40 % kobilje mleko). V vzorcu pri PS1 (20 % kobilje mleko) je bila prisotnost 
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4.2 VPLIV GENTAMICINA NA VIABILNOST CELIC Caco-2 
Za gojitev celic smo uporabili tri gojišča z različnimi koncentracijami gentamicina (0, 0,1 in 
1 %), ki smo jih poimenovali G0, G1 in G10.  
Preglednica 10: Vpliv gojišč G0, G1 in G10 na viabilnost celic Caco-2 





Po 96 urah inkubacije smo celice prešteli in izračunali njihovo viabilnost. Rezultati so 
pokazali, da se z večanjem koncentracije gentamicina zmanjšuje viabilnost celic Caco-2. V 
gojišču brez gentamicina (kontrola)  so celice dosegle 96,2 % viabilnost, kar je skladno z 
izkušnjami laboratorija pri rutinskem vzdrževanju te kulture (Preglednica 10). 
Na podlagi dobljenih rezultatov, ki so predstavljeni v preglednici 9 in 10 smo postavili 
model za testiranje učinkov kobiljega mleka. Torej da povzamemo, smo za izvedbo 
glavnega poskusa izbrali 0,1 % gentamicin, saj je viabilnost celic Caco-2 pri uporabi 
gojišča z 0,1 % gentamicinom večja kot pri 1 % gentamicinu . 
4.3 VPLIV KOBILJEGA MLEKA NA VIABILNOST CELIC Caco-2 
 
Stanje celic Caco-2 smo redno spremljali pod invertnim mikroskopom. Za izračun 
viabilnosti celic smo uporabili metodo štetja celic po barvanju s tripan modrim barvilom. 
Celice Caco-2 smo inkubirali v gojiščih z različnimi koncentracijami kobiljega mleka (5 %, 
10 %, 20 % in 40 %) ter spremljali viabilnost celic Caco-2 po 3, 6, 24, 48 in 72 urah 
inkubacije. Vpliv kobiljega mleka na viabilnost celic Caco-2 smo prikazali v grafih. Torej 
glavni cilj študije je bil proučiti pogoje gojenja celic za proučevanje učinkov kobiljega 
mleka. V tem smislu nas je najbolj zanimalo, v katerih časovnih obdobjih (3, 6, 24, 48 in 72 
ur) ob različnih koncentracijah kobiljega mleka pride do vpliva na viabilnost celic Caco-2. 
Predvidevali smo, da bo imela inkubacija celic v kobiljem mleku pozitiven vpliv na 
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Preglednica 11: Vpliv kobiljega mleka na viabilnost celic Caco-2 po 3, 6, 24, 48 in 72 urah inkubacije (n = 3) 
  Delež mleka (%) 






0 100* 100* 100* 100* 
3  77,8* 62* 56,5* 33,6* 
6  77* 63,8* 54,8* 45,8* 
24  88* 77,2* 58,4* 51,98* 
48  84,5* 75,92* 56,9* 51,7* 
72  79,8* 68,1* 59,2* 49,3* 
* Viabilnost celic Caco-2 izražena v %. 
 
Dobljeni rezultati poskusa (srednja vrednost treh ponovitev) so prikazani v preglednici 11 
ter grafično predstavljeni na sliki 15.  
 
Slika 15: Grafični prikaz vpliva kobiljega mleka (5, 10, 20 in 40 % koncentracija) na viabilnost celic Caco-2 
po 3, 6, 24, 48 in 72 urah inkubacije 
Kot je razvidno iz preglednice 11 in slike 15 se dobljeni rezultati ne skladajo z našimi 
predvidevanji. Torej, kobilje mleko nima pozitivnega vpliva na viabilnost celic Caco-2, kar 
ne potrjuje naše hipoteze, ki smo jo zastavili pred izvedbo poskusa.  
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Iz rezultatov je razvidno, da je imela 40 % koncentracija kobiljega mleka po 3 urah 
inkubacije najbolj negativen učinek na viabilnost celic Caco-2, saj je ostalo živih le 33,6 % 
celic. Najmanj škode na celicah je povzročilo 5 % kobilje mleko, medtem ko sta si bila 10 
in 20 % kobilje mleko po učinku relativno blizu, a sta imela kljub temu negativen vpliv na 
viabilnost celic Caco-2. Takšna ugotovitev velja za vse časovne točke (3, 6, 24, 48, 72 ur 
inkubacije). Če gledamo posamezno koncentracijo kobiljega mleka skozi čas ugotovimo, da 
je največ negativnega učinka na celice zaznati v času od 0 do 6 ur inkubacije, medtem ko je 
po 24 urah inkubacije celic učinek nekoliko manjši. Zatem pa se kaže trend stacionarne faze. 
S statističnim modelom smo uspeli pojasnili 95,6 % variance. Za model smo porabili 8 
stopinj prostosti, in sicer 3 za vpliv koncentracije kobiljega mleka, 4 za vpliv časa inkubacije 
in 1 za srednjo vrednost. 
P-vrednost za vpliv koncentracije kobiljega mleka je znašala < 0,0001, kar pomeni, da med 
koncentracijami kobiljega mleka obstajajo statistično značilne razlike v viabilnosti celic. Z 
analizo smo potrdili, da koncentracija kobiljega mleka statistično značilno vpliva na 
viabilnost celic Caco-2. 
P-vrednost za vpliv časa inkubacije je znašala 0,0049, kar pomeni, da tudi med časi 
inkubacije obstajajo statistično značilne razlike v viabilnosti celic. Z analizo smo potrdili, 
da čas inkubacije statistično značilno vpliva na viabilnost celic Caco-2. 
 
Slika 16: Ocenjene vrednosti po metodi najmanjših kvadratov za vpliv koncentracije kobiljega mleka na 
viabilnost celic Caco-2 s pripadajočimi standardnimi napakami 
Na podlagi ocenjenih vrednosti po metodi najmanjših kvadratov (Slika 16) smo prišli do 
ugotovitev, da je vpliv različnih koncentracij kobiljega mleka na viabilnost celic Caco-2  
statistično značilen. Največja ocenjena razlika je med 5 in 40 % koncentracijo kobiljega 
mleka in znaša 34,94 %. 
Založnik J. Vpliv kobiljega mleka na živost celic Caco-2.  





Slika 17:  Ocenjene vrednosti po metodi najmanjših kvadratov za vpliv časa inkubacije na viabilnost celic 
Caco-2  s  pripadajočimi standardnimi napakami 
Kot lahko razberemo iz slike 17, se statistično značilne razlike v viabilnosti celic kažejo med 
časom inkubacije 3 in 24 ur ter 3 in 48 ur. 
Kljub temu, da smo za odlepljanje celic iz dna gojitvene posodice uporabljali tripsin in 
strgalo (oboje ima lahko negativen učinek na viabilnost celic), so odstopanja od srednje 
vrednosti relativno majhna in dokaj konstantna. 
Istočasno smo izvedli tudi poskus pri katerem popolno gojišče ni vsebovalo antibiotika, pri 
čemer smo viabilnost celic Caco-2 spremljali le po 3 in 6 urah inkubacije. Torej glavni 
namen poskusa je bil primerjati viabilnost celic Caco-2 med poskusom v katerem smo 
uporabljali gojišče z antibiotikom ter poskusom v katerem gojišče ni vsebovalo antibiotika. 
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Slika 18: Primerjava viabilnosti celic Caco-2 med poskusom v katerem smo uporabljali gojišče z 
antibiotikom ter poskusom v katerem gojišče ni vsebovalo antibiotika 
Na sliki 18 je prikazana primerjava viabilnosti celic Caco-2 med poskusom v katerem smo 
uporabljali gojišče z antibiotikom ter poskusom v katerem gojišče ni vsebovalo antibiotika. 
Z G0 smo označili gojišče, ki ni vsebovalo antibiotika, z G1 pa gojišče, ki je vsebovalo 
antibiotik, in sicer 0,1 % gentamicin. S statističnim modelom smo preverili vpliv sestave 
gojišča na viabilnost celic Caco-2. Z uporabo procedure GLM smo ugotovili, da se viabilnost 
celic Caco-2 med gojiščem G0 in G1 ne razlikuje, kar pomeni, da vpliv dodanega antibiotika 
ni statistično značilen. 
Dobljeni rezultati študije in vitro kažejo negativne učinke kobiljega mleka na viabilnost 
trajne celične linije Caco-2. Višje koncentracije kobiljega mleka imajo bolj negativen vpliv 
na viabilnost celic Caco-2 kot nižje koncentracije kobiljega mleka. Statistično značilne 
razlike v viabilnosti celic Caco-2 smo v poskusu opredelili kot koncentracijsko ter časovno 
odvisne. Tako smo na podlagi rezultatov prišli do ugotovitev, da se z visokimi 
koncentracijami kobiljega mleka tovrstnega poskusa ne da izvajati. Glede na do sedaj 
objavljene članke in na dobljene rezultate bi bile potrebne nadaljnje raziskave na temo vpliva 
kobiljega mleka na trajno celično linijo Caco-2, kar bi pripomoglo k boljšemu razumevanju 
omenjene teme. V raziskavo bi lahko poleg ocenjevanja viabilnosti celic s tripan modrim 
barvilom vključili tudi druge teste za analizo celične viabilnosti. Z uporabo XTT testa bi 
lahko merili respiratorno aktivnost celic ter dobljene rezultate primerjali z rezultati, 
pridobljenimi z metodo barvanja celične kulture s tripan modrim barvilom. V primeru, da bi 
prišli do enakih rezultatov, bi s tem še dodatno potrdili hipotezo, da ima kobilje mleko 
negativen vpliv na viabilnost trajne celične linije Caco-2. Posledično bi s tem preverili tudi, 
če je bilo merjenje viabilnosti celic s tripan modrim barvilom dovolj natančno. Ker so celice 
rakastega izvora, ni nujno, da bi bil odziv nerakastih humanih celic na kobilje mleko enak. 
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V magistrski nalogi smo proučevali vpliv različnih koncentracij kobiljega mleka (5, 10, 20, 
40 %) na viabilnost celic Caco-2 po 3, 6, 24, 48 in 72 urah inkubacije. Na podlagi dobljenih 
rezultatov smo prišli do naslednjih ugotovitev: 
- Kobilje mleko ima negativen vpliv na viabilnost celic Caco-2. 
- Negativni vpliv kobiljega mleka na viabilnost celic Caco-2 se s povečevanjem 
koncentracije dodanega mleka od 5 do 40 % statistično značilno povečuje. 
- Čas inkubacije statistično značilno vpliva na viabilnost celic Caco-2. Statistično 
značilne razlike v viabilnosti celic se kažejo med časom inkubacije 3 in 24 ur ter 3 
in 48 ur. 
- Viabilnost celic Caco-2 se med poskusom, v katerem smo uporabljali gojišče z 
antibiotikom, ter poskusom, v katerem gojišče ni vsebovalo antibiotika, ne razlikuje. 
- Celice Caco-2 so rakastega izvora, zato ni nujno, da bi bil odziv nerakastih humanih 
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Trajna celična linija Caco-2, ki je rakastega izvora, predstavlja enega izmed najpogosteje 
uporabljenih modelov človeškega črevesnega epitelija. Uporablja se predvsem za 
preizkušanje absorbcije različnih učinkovin, njihove presnove, porazdelitve in izločanja 
metabolitov. Pri gojenju v pogojih in vitro ima sposobnost spontane diferenciacije ter 
povezovanja celic s formacijo tesnih celičnih stikov.  
Pod vzdrževanje celične kulture Caco-2 vključujemo predvsem štetje celic ter spremljanje 
njihove viabilnosti. Poleg tega pa ne smemo zanemariti tudi zamenjave medija, ki ima 
ključno vlogo pri ustrezni oskrbi celic. Delo s celicami Caco-2 zahteva veliko natančnosti 
ter ročnih spretnosti, kajti na viabilnost celic Caco-2 vpliva več med seboj prepletenih 
dejavnikov, med katere vključujemo predvsem postopke presajanja celic ter sestavo gojišča. 
Dandanes uživanje kobiljega mleka v humani prehrani močno narašča, saj mu pripisujejo 
številne terapevtske ter zdravju pozitivne učinke. Po osnovni sestavi je podobno humanemu 
mleku, kljub temu, da na sestavo vpliva več dejavnikov, med katere prištevamo predvsem 
prehrano, fiziološko stanje živali ter vplive okolja in genov. Ker vsebuje zelo malo maščob, 
pri čemer večji delež teh maščob predstavljajo večkrat nenasičene esencialne maščobne 
kisline, ugodno vpliva na prebavo človeka. 
Ker kobilje mleko v zadnjih letih pridobiva na pomenu tudi v širši javnosti, je bil glavni 
namen naloge preveriti ali lahko celice Caco-2 uporabljamo kot model za proučevanje 
učinkov kobiljega mleka. Na celičnem modelu smo proučevali kako različne koncentracije 
kobiljega mleka vplivajo na viabilnost celic Caco-2. Za izvedbo poskusa smo uporabili 5, 
10, 20 in 40 % koncentracije kobiljega mleka ter celice inkubirali v tako redčenem mleku 3, 
6, 24, 48 in 72 ur. Viabilnost celic smo spremljali z metodo štetja celic po barvanju s tripan 
modrim barvilom. 
Dobljene rezultate smo ovrednotili s statističnim programom SAS. S statističnim modelom 
smo preverili vpliv različnih koncentracij kobiljega mleka in časa inkubacije na viabilnost 
celic Caco-2. S proceduro GLM smo potrdili statistično značilen vpliv koncentracije 
kobiljega mleka in časa inkubacije na viabilnost celic Caco-2, kar pomeni, da se viabilnost 
celic Caco-2 med različnimi koncentracijami kobiljega mleka ter časi inkubacije razlikuje.  
Na podlagi rezultatov smo ugotovili, da ima kobilje mleko negativen vpliv na viabilnost 
celic Caco-2. S tem smo tudi ovrgli našo hipotezo, ki smo jo zastavili pred izvedbo poskusa. 
Višje koncentracije kobiljega mleka so imele bolj negativen vpliv na viabilnost celic Caco-
2 kot nižje koncentracije kobiljega mleka. Iz rezultatov lahko razberemo, da je imela 40 % 
koncentracija kobiljega mleka po 3 urah inkubacije najbolj negativen učinek na viabilnost 
celic Caco-2, medtem ko je najmanj škode na celicah povzročilo 5 % kobilje mleko. 10 in 
20 % kobilje mleko sta si bila po učinku relativno blizu, a sta imela kljub temu negativen 
vpliv na viabilnost celic Caco-2. Takšna ugotovitev je veljala za vse časovne točke (3, 6, 24, 
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48, 72 ur inkubacije). Če gledamo posamezno koncentracijo kobiljega mleka skozi čas 
ugotovimo, da je največ negativnega učinka na celice zaznati v času od 0 do 6 ur inkubacije, 
medtem ko je po 24 urah inkubacije celic učinek nekoliko manjši. Tako smo na podlagi 
dobljenih rezultatov prišli do ugotovitev, da se z visokimi koncentracijami kobiljega mleka 
tovrstnega poskusa ne da izvajati. Pri vsem tem je potrebno poudariti, da so celice Caco-2 
rakastega izvora, zato ni nujno, da bi bil odziv nerakastih humanih celic na kobilje mleko 
enak. 
Glede na do sedaj objavljene članke in na dobljene rezultate bi bile potrebne nadaljnje 
raziskave na temo vpliva kobiljega mleka na trajno celično linijo Caco-2, kar bi pripomoglo 
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